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R, | || formula W (SEQ ID NO 1, 2) (I), where R t and R 2 independently = 

XT _ n - r - 7 7 hydrogen, a saturated or unsaturated hydrocarbon group with 1 to 3 in 



z 



R i " 1 2 (l) Particular up to 10 carbon atoms, Z, = a histidine or proline group, ^ 

® 2 ' = 3,1 arginine group, a peptide group or protein group with arginine at 

l2 tU e „ c the lmtial tenninus ' in particular with 2 to 30 amino acids and the salts 

thereof as well as for example the amides thereof, or material mixtures thereof and/or with at least one further material (I can b 
0© used for therapeuHc and/or prophylactic applications in human and/or veterinary medicine. W 

0 (57) Zusammenfassung: Peptide oder Proteine der allgemeinen Forme] I (SEQ ID NO 1 ">) (I) worin R, und R al^h ^ 
« terschiedlich, Wasserstoff einen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasslrstolfrest mit 1 H^InZ^bJlfSLSS' 

5 \nT " P r ] 7 eSt ' 22 ArgininreSt ' Peptidr6St ° der Pr ° teinrest mit anfangstandigem Argininres, ins s ere 

^ m 2 b» 30 Ammosauren bedeuten sowie deren Salze, als auch z. B. Amide, oder Stoffgemische mLinander und/oder zuTndes 
^ emern weiteren Stoff zu emer therapeutischen und/oder praventiven Verwendung in der Human- und/oder VeterinarmedizTn 
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Peptide und/oder Proteine so w je Verwendung dej^elben 
zur Herstejlung eines therap eutist^ un d/oder araventjven 

Arzneimittels 

Die Erfindung bezieht sich auf Peptide und/oder Proteine, Ver- 
wendung derselben zur Herstellung eines therapeutischen und/ 
Oder praventiven Arzneimittels sowie ein Arzneimittel. 

Bisher in Prophylaxe und Therapie verwendete Substanzen zur 
Hemmung oder Verhinderung von Entziindungsreaktionen, soge- 
nannte Immunsuppresi va, umfassen im wesentlichen zwei ver- 
schiedene Gruppen. Erstens Abkommlinge eines im Korper 
nattirlich vorkommenden Hormons, dem Cortison und zweitens 
korperfremde Immunsuppressiva, wie Cyclosporin und deren 
Derivate, Azathioprin, Cyclophosphamid usw. Diesen Substan- 
zen ist eine antiinflammatorische Wirkung gemeinsam, jedoch 
haben diese Substanzen in der Langzeittherapie erhebliche 
Nebenwirkungen. Diese Nebenwirkungen limitieren eine lang- 
zeitige Therapie, daher werden diese Substanzen alternierend 
oder in Kombinationen eingesetzt, urn Nebenwirkungen auf ein 
ertragliches AusmaB zu reduzieren oder urn die Therapie viber- 
haupt fortsetzen zu konnen. Als Nebenwirkung seien die patho- 
logischen Frakturen bei Cortison genannt, die durch den osteo- 
porotischen Effekt des Cortisons verursacht sind oder das 
Nierenversagen, das durch Cyclosporin hervorgerufen werden 
kann. Diese Nebenwirkungen sind beiden Verbindungsgruppen 
obligat, es ist somit lediglich eine Frage der Therapiedauer und 
Gesamtdosis, wann die Therapie abgesetzt werden muJ3. 

Der vorliegenden Erfindung ist zur Aufgabe gesetzt, neue 
Pharmazeutika zu schaffen, die geeignet sind, Entziindungs- 
reaktionen zu yerhindern oder zu hemmen und lediglich unter- 
geordnete Nebenwirkungen aufweisen. Eine weitere Aufgabe 
besteht darin, eine Langzeittherapie zur Verftigung zu stellen. 
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Im folgenden werden die Aminosauren der erfindungsgemaBen 
Peptide mit den iiblichen Abkiirzungen bezeichnet, wobei diese 
die a- Aminosauren bezeichnen. 

Mit „Analogen" ist ein Peptid gemeint, das sich durch Deri- 
vatisierung, Substitution, vorzugsweise homologe Substitution, 
Deletion und/oder Insertion von der Sequenz des Fibrins und 
insbesondere den bevorzugten Sequenzen ableitet. 

Die erfindungsgemaflen Peptide oder Proteine weisen die 
allgemeine Formel I (SEQ ID NO 1, 2) 



R, 



R; 



H 



O 
II 



> N-C-C-Zi-Z; 



H 



worin R, und R 2 gleich oder unterschiedlich, Wasserstoff, einen 
gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 
3, insbesondere bis 10, Kohlenstoffatomen 

Zi Histidin- oder Prolinrest, 

Z 2 Argininrest, ein Peptidrest oder Proteinrest mit 
anfangstandigem Argininrest, insbesondere mit 
2 bis 30 Aminosauren, 

bedeuten sowie deren Salze, als auch z. B. Amide, oder Stoff- 
gemische miteinander und/oder zumindest einem weiteren Stoff 
zu einer therapeutischen und/oder praventiven Verwendung in 
der Human- und/oder Veterinarmedizin, wobei insbesondere nur 
L-Aminosauren vorliegen. 



Es war vollkommen iiberraschend, dali die definierte Amino- 
sauresequenz die Adhasion von Zellen aus dem Blutstrom an 
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Endothelzellen der GefaBwand und/oder ihre nachfolgende 
Transmigration aus dem Blut in das Gewebe verhindern. 

Die erfindungsgemaBen Peptide oder Proteine weisen die allge- 
meine Formel II (SEQ ID NO 3 bis 10) 



H 



R, 



R 3 



> N-C-C-Zi- Arg - Z 3 - Z 4 - Z ; 



H 



worin R, und R 2 gleich oder unterschiedlich, Wasserstoff, einen 
gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 
3, insbesondere bis 10, Kohlenstoffatomen, 

Zi Histidin- oder Prolinrest 
Arg Argininrest 
Z 3 Prolin- oder Valinrest 
Z 4 Leucin- oder Valinrest 

Z 5 Proteinrest oder Peptidrest, insbesondere mit 2 bis 
30 Aminosauren, 

oder Alkoholrest mit 1 bis 3, insbesondere bis 10 

Kohlenstoffatomen 
oder organischer oder anorganischer Basenrest 

bedeuten, auf, sowie deren Salze, als auch z. B. Amide, oder 
Stoffgemische dieser miteinander und/oder zumindest einem 
weiteren Stoff zu einer therapeutischen und/oder praventiven 
Verwendung in der Human- und/ oder Veterinarmedizin, wobei 
insbesondere nur L-Aminosauren vorliegen. 

Es war vollkommen iiberraschend, dali S equenzteile, Peptide 
oder Bruchstxicke des Fibrinogens eine antiinflammatorische 
Wirkung aufweisen. Ohne durch diese theoretischen (jber- 
legungen gebunden zu sein, konnte diese Wirkung darauf be- 
ruhen, daB das Fibrin iiber seinen neo-N-Terminus der Bbeta- 



WO 02/48180 PCT/AT01/00387 



Kette an Endothelzellen und fiber die Sequenz der Aalpha-Kette 
an Zellen im Blutstrom bindet und so zur Adhasion und 
Transmigration von Zellen ins Gewebe fuhrt. Diese Verbindun- 
gen haben eine Nebenwirkung, und zwar wird die Fibrinbildung 
gehemmt. Diese Hemmung bedeutet jedoch ffir den Patienten 
keinen potentiellen Nachteil, da die Blutgerinnung auch in 
Abwesenheit von Fibrin bei banalen Verletzungen ausreichend 
ist. Lediglich bei chirurgischen Eingriffen konnte gegebenen- 
falls ein Absetzen einer derartigen Therapie zweckmaUig sein. 
Andere Neb enwirkungen sind im wesentlichen auszuschlieBen, 
da diese Substanzen nur mit den natfirlichen Liganden inter- 
agieren. Weiters wird die naturliche Abwehr durch die Leu- 
kozyten im Blut nicht negativ beieinfluBt. So bleibt die Zusam- 
mensetzung derselben, wie Granulozyten, Lymphozyten und 
Monozyten unb eeinflufit, so daJJ der naturliche AbwehrprozeB 
erhalten bleibt und die Infektabwehr im Blut unverandert bleibt. 

Fibrinogen wird in der Leber gebildet und ist in dieser Form 
biologisch inaktiv und befindet sich normalerweise in Konzen- 
trationen urn 3 g/1 im Blut. Durch proteolitische Spaltung des 
Proenzyms Prothrombin wird Thrombin gebildet, welches vom 
Fibrinogen die Fibrinopeptide A und B abspaltet. Dadurch wird 
Fibrinogen in seine biologisch aktive Form umgewandelt. Es 
entstehen Fibrin und Fibrinspaltprodukte. 

Thrombin wird bei jeder Aktivierung der Blutgerinnung gebil- 
det, also bei jedem Gewebeschaden, sei dieser entzfindlicher, 
traumatischer oder degenerativer Genese. Die durch Thrombin 
mediierte Bildung von Fibrin ist prinzipiell ein protektiver 
Vorgang, urn entstandene Defekte im Gefaflsystem rasch abzu- 
dichten. Die Bildung von Fibrin ist jedoch auch ein pathogener 
Vorgang. Die Entstehung eines Fibrinthrombus als auslosende 
Ursache beim Herzinfarkt ist einer der prominentesten Probleme 
in der Humanmedizin. 
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Bisher nicht oder nicht ausreichend untersucht wurde die Rolle 
von Fibrin bei der Extravasation von Entziindungszellen aus 
dem Blutstrom ins Gewebe, ein einerseits erwiinschter Vorgang 
bei der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen oder Tumor- 
zellen im Gewebe, andererseits aber ein Vorgang, der durch sich 
selbst Gewebeschaden induziert oder weiter erhalt. Fibrin 
bindet tiber seinen neo-N-Terminus der Bbeta an Endothelzellen 
mittels der Sequenz zu Bbeta und an Zellen im Blutstrom 
mittels der Sequenz Aalpha und fiihrt so zur Adhasion und 
Transmigration von Zellen ins Gewebe. 

Die erfindungsgemaBen Peptide oder Proteine konnen die 
Adhasion von Zellen aus dem Blutstrom an Endothelzellen der 
GefaBwand und/oder ihre nachfolgende Transmigration aus dem 
Blut ins Gewebe verhindern. 

Ein erfindungsgemaBes Peptid oder Protein der allgemeinen 
Formel II, worin Z s ein Peptidrest mit folgender Aminosaure- 
sequenz (SEQ ID NO 11): 

Asp Lys Lys Arg Glu Glu Ala Pro Ser Leu Arg Pro Ala 
Pro Pro Pro He Ser Gly Gly Gly Tyr Arg 

und Zi Histidinrest 
Arg Argininrest 
Z 3 Prolinrest 
Z 4 Leucinrest 

bedeuten, verhindert eine Ablagerung bzw. Anheftuhg von 
Fibrinbruchstiicken an die GefaBwand. Damit konnen Entziin- 
dungszellen an Endothelzellen der GefaBwandung von Arterien 
und Venen nicht festgehalten werden und es wird verhindert, 
daB derartige Zellen an der GefaBwandung verbleiben und so 
weiter in das Gewebe gelangen kSnnen. 
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Ein Peptid Oder Protein der allgemeinen Formel II, worin Z 5 ein 
Peptidrest mit folgender Aminisauresequenz (SEQ ID NO 12): 

Glu Arg His Gin Ser Ala Cys Lys Asp Ser Asp Trp Pro 
Phe Cys Ser Asp Glu Asp Trp Asn Tyr Lys 



und Z\ Prolinrest 

Arg Argininrest 

Z 3 Valinrest 

Z 4 Valinrest 



bedeuten, bewirkt, daB Zellen des peripharen Blutes nicht an 
Fibrin oder Fibrinbruchstucken anhaften konnen und damit wird 
deren Migration im Gewebe verhindert. 

Die beschriebenen Spaltprodukte sind auch in der Literatur als 
Peptid Bbeta und Peptid Aalpha bekannt. Dieser oben angefiihrte 
proadhasive und promigratorische Weg ist ein vollig neuer fur 
das System der Steuerung der Wanderung von Zellen aus dem 
Blut in das Gewebe. Diese Funktion von Fibrin kann sowohl 
durch das Peptid Bbeta als auch durch das Peptid Aalpha 
blockiert werden. 



Diese erfindungsgemaBen Peptide bieten sich daher als Thera- 
peutikum bei Mensch und Tier an, um die Wanderung von Zellen 
aus dem Blut ins Gewebe zu blockieren. Da Fibrin oder andere 
Produkte des Fibrinogens, die durch proteolytische Spaltung 
entstehen, wie z. B. Urokinase-Plasminogen- Aktivator gespalte- 
nes Fibrinogen nur spezifisch und regional begrenzt entstehen, 
also an Stellen von Entztlndung, Gerinnungsstorung, Arterio- 
sklerose, Thrombose und/oder Tumorwachstum, handelt es sich 
hierbei um ein regional beschrankt wirksames Therapeutikum, 
also pathalogische Nebenwirkungen an anderen Orten sind nicht 
oder nur in beschranktem AusmaJJ zu erwarten. 
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Bevorzugte und vollig unerwartete Anwendungsbereiche der er- 
findungsgemafien Peptide und/oder Proteine liegen in der Her- 
stellung von Arzneimitteln zur Therapie oder Pravention von 
lokalen und/oder generalisierten Entzundungen des Korpers bei 
infektioser Genese, auf Basis einer Autoimmunreaktion, auf 
Basis einer rheumatischen Erkrankung, auf Basis einer Storung 
des Immunsystems, auf Basis einer genetischen Erkrankung, zur 
Pravention und/oder Therapie der AbstoBungsreaktion bei 
Organtransplantationen, der Arteriosklerose, des Reperfusions- 
traumas, auf Basis arteriosklerotischer und/oder thrombotischer 
Erkrankungen und vermehrter Fibrindeposition vor. Ein der- 
artiges Peptid, insbesondere Bbeta, ist auch zur Herstellung 
eines Arzneimittels hervorragend geeignet, das den Transport 
eines weiteren Arzneimittels an menschliche oder tierische 
Endothelzellen bewerkstelligt. Hierbei wird das zu transpor- 
tierende Arzneimittel an einem Ende mit dem Peptid gekoppelt 
und lagert sich sodann an einer freien Stelle der GefaBwandung, 
u. zw. an einer Endothelzelle, iiber VE-Cadherin an. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand der Beipiele naher 
erlautert. 

Beispiel 1: 

Herstellung der Fibrinogenspaltprodukte : 

Nicht polymerisierende Degradationsprodukte von Fibrinogen 
wurden durch Abbau mit Cyanogenbromid gemafi Blomback et 
al. (Nature 1968, 21 8; 130-134) gewonnen. Das so abgebaute 
Fibrinogen besteht zum GroJJteil aus einem 63 kD Fragment, und 
zwar dem N-terminalen Disulfid Knoten, NDSK, und beinhaltet 
die Aalpha Kette 1-51, Bbeta Kette 1-118 und gamma Kette 1- 
78. Urn NDSK-II zu erhalten (NDSK minus Fibrinopeptide A und 
B), wurden die N-terminalen Aminosauren der Aalpha und Bbeta 
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Kette mit Thrombin (20 Einheiten/1 ug NDSK) in drei Stunden 
bei Raumtemperatur abgespalten und nachfolgend mit Diisopro- 
pylfluorophosphat zur Blockierung der Thrombinaktivitat behan- 
delt. Das so erhaltene NDSK-II bestand aus Aalpha Kette 17-51, 
Bbeta Kette 15-118 und gamma Kette 1-78. 

Urn NDSK-uPA zu erhalten, wurden 500 p.g NDSK eine Stunde 
bei 37°C mit 200 Einheiten Urokinase-Plasminogen-Aktivator 
(uPA) der Firma Technoclone, Wien, Osterreich, behandelt. Die 
Reaktion wurde mit 5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid abge- 
brochen. Das so erhaltene NDSK-uPA ist ein NDSK und weist 
kein Fibrinopeptid B auf. 

Fur Negativkontrollen wurde eine zweite Fraktion aus den durch 
Cyanogenbromid Behandlung entstandenen Fibrinogenspaltpro - 
dukten, genannt FCB-2 gemali Nieuwenhuizen et al. (Biochem 
Biophys Acta 1983, 755; 53 1 - 533) gewonnen. FCB-2 ist ein 
43 kD grolies Protein und besteht aus der Aalpha Kette 148-208, 
der Bbeta Kette 191-305 und der gamma Kette 95-265. Dieses 
Protein wurde zu Kontrollzwecken ebenso mit Thrombin und mit 
Diisopropylfluorophosphat versetzt. Es fuhrte jedoch zu keiner 
Anderung des Proteins (im folgenden FCB-2-thr genannt). 

Fur weitere Negativkontrollen wurde Kulturmedium (RPMI der 
Firma Life techn. Inc., Paisky, UK) mit Thrombin, wie oben 
behandelt und nachfolgend inaktiviert (RPMI-thr) oder mit uPA, 
wie oben behandelt und inaktiviert (RPMI-uPA). 

Beispiel 2 : 

Das Peptid Aalpha (SEQ ID NO 12) entspricht den Aminosauren 
1 bis 28 und mit der Sequenz der alpha Kette des Fibrins und ist 
ident den Aminosauren 17 bis 45 der Sequenz der Aalpha Kette 
des Fibrinogens: 
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Gly Pro Arg Val Val Glu Arg His Gin Ser Ala Cys Lys 
Asp Ser Asp Trp Pro Phe Cys Ser Asp Glu Asp Trp Asn 
Tyr Lys 

Das Peptid Bbeta (SEQ ID NO 11) entspricht den Aminosauren 1 
bis 28 und mit der Sequenz der beta Kette des Fibrins, das ident 
mit den Aminosauren 15 bis 43 der Sequenz der Bbeta Kette des 
Fibrinogens ist, das folgende Sequenz aufweist: 

Gly His Arg Pro Leu Asp Lys Lys Arg Glu Glu Ala Pro 
Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro Pro He Ser Gly Gly Gly 
Tyr Arg 

Beide Peptide wurden mittels Festphasen-Peptidsynthese gemaB 
Merrifield R. B., J. Amer. Chem. Soc. 1963; 85, 2149-2154 mit 
einem multiplen Peptidsynthesizer unter Anwendung einer 
Fluorenylmethyloxycarbonyl (FMOC)-Schutzgruppenstrategie 
gemaB Carpino L. A. und Han. G Y, J. Amer. Chem. Soc. 1981; 
37; 3404-3409 synthetisiert. Die Reinigung der Rohpeptide 
erfolgte mittels praparativer reversed-phase HPLC uber eine 
Nucleosil 100-10, C18 Saule gemaB Engelhart H. und Muller H. 
Chromatography 1984 19:77 sowie Henschen A., Hupe K. P. und 
Lottspeich F. High Performance Liquid Chromatography VCH 
1985. Als Kontrollpeptide wurden Peptide mit derselben Lange 
aber mit randomisierter Aminosauresequenz verwendet. 



Beispiel 3 : 



HU-SCID Maus Modell: 



Humane Haut wurde auf den Rticken von SCID Mausen trans- 
plantiert und zwei Wochen danach humane Lymphozyten in das 
Peritoneum injiziert. Es wurde gemaB Petzelbauer et al. (J. 
Invest. Dermatol. 1996, 107; 576 - 581) verfahren. Es wurde 
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sodann jeweils funfzehn derartig praparierten Mausen in die 
Schwanzvene injiziert: 

a) 100 ug humanes NDSK-II 

b) 100 ug humanes FCB-2 

c) 100 ug Peptid Aalpha 

d) 100 jig Peptid Bbeta 

e) 100 ug randomisiertes Aalpha 

f) 100 ug randomisiertes Bbeta 

Vierundzwanzig Stunden danach wurde die humane Haut ent- 
nommen und die Anzahl der Entztindungssstellen, ausgedriickt in 
Zellen pro 0,3 mm 2 , ermittelt und das Mittel mit Standard- 
abweichung bestimmt. 



Bei 


a : 


22 


+ /- 


2,8 


bei 


b: 


9 


+ /- 


2,1 


bei 


c : 


4 


+ /- 


1,1 


bei 


d: 


6 


+/- 


1,1 


bei 


e: 


5 


+ /- 


1,2 


bei 


f: 


7 


+ /- 


1,3 



Daraus ist abzuleiten, daB NDSK-II zu Entziindungen fuhrt, und 
es wurde dieses Protein infolge als pathogene Substanz einge- 
setzt. Die anderen Verbindungen zeigen fur sich keine signifi- 
kante Erhohung der Entzundungszellen. 

Vergleichsbeispiel 4: 

Funfzehn Mausen gem&B Beispiel 3 wurden 

100 ng humanes NDSK-II und 

100 ug randomisiertes Peptid Aalpha 
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in die Schwanzvene injiziert. Es wurde gemafi Beispiel 3 weiter- 
verfahren. Es konnten 23 +/. 3,5 Entzundungsstellen pro 
0,3 mm 2 ermittelt werden. 



Vergleichsbeispiel 5: 

Funfzehn Mausen gemafi Beispiel 3 wurden 

100 ug humanes NDSK-II gemafi Beispiel 1 und 
100 ug randomisiertes Peptid Bbeta 



in die Schwanzvene injiziert. 
verfahren. Es konnten 24 +/- 
ermittelt werden. 



Es wurde gemafi Beispiel 3 weiter- 
2 Entzundungsstellen pro 0,3 mm 2 



Beispiel 6: 



Funfzehn Mausen gemafi Beispiel 3 wurden 

100 ug humanes NDSK-II und 

100 ug synthetisiertes Peptid Aalpha 

injiziert. Es wurde gemafi Beispiel 3 weiterverfahren. Es 
konnten 21+/- 2,2 Entzundungsstellen pro 0,3 mm 2 ermittelt 
werden. 



Beispiel 7: 



Funfzehn Mausen gemafi Beispiel 3 wurden 

100 ug humanes NDSK-II und 

100 ug synthetisiertes Peptid Bbeta 
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in die Schwanzvene injiziert. Es wurde gemaB Beispiel 3 weiter- 
verfahren. Es konnten 14 +/- 2 Entztindungsstellen pro 0,3 mm 2 
ermittelt werden. 

Den Beispielen 4 bis 7 ist zu entnehmen, daJJ das Peptid Bbeta 
die lymphozytare Entztindung blockiert. 

Vergleichsbeispiel 8: 

Humane umbilikale Venen Endothelzellen (HUVEC) wurden mit 
rotem Floureszenzfarbstoff markiert (Cell Tracker Orange, 
1 u.l/ml, Molecular Probes, Eugene, OR) und auf einer Kollagen- 
matrix (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA) aus- 
gesat. Nach Konfluenz der Endothelzellen wurden mit griinem 
Floureszenzfarbstoff (Cell Tracker Green, 1 \i\/m\, Molecular 
Probes der Firma Eugene Origon) markierte periphere Blut 
mononucleare Zellen (PBMC) (10 5 Zellen pro 25 mm 2 ) iiber- 
schichtet. Danach wurden die Zellen fur zwolf Stunden auf 37°C 
inkubiert. 

Adharierende und ins Gel transmigrierte Zellen wurden mit 
einem Laserscanmikroskop fotografiert, in Pixel transformiert 
und mittels „NIH image" gemaB Groger et al. (J. Immunol. 
Method 1999; 222: 101-109) ausgewertet. 

Die Anzahl der adharenten Zellen pro 0,1 mm 2 konnte, wie unter 
Adhasion angefuhrt, ermittelt werden. Die Anzahl der migrier- 
ten Zellen pro 0,04 mm 3 konnte, wie unter Migration angefuhrt, 
ermittelt werden. Es wurde der Mittelwert von dreimal drei 
Versuchen gemeinsam mit der Standardabweichung bestimmt. 
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Adhasion Migration 



a) RPMI-uPA 


0,1 


Ug/ml 


40 


+ /- 


4 


A 


_i_ / 

T/ - 


"3 
J 




1,0 


ug/ml 


38 


+/- 


2 


5 


+ /- 


2 




10,0 


ug/ml 


32 


+ /- 


4 


5 


+ /- 


1 


b) NDSK 


0,1 


Ug/ml 


3 1 


+ /- 


1 R 


o 


T/ - 


J 




1,0 


Jig/ml 


35 


+ /- 


18 


5 


+ /- 


2 




io;o 


ug/ml 


36 


+ /- 


24 


6 


+ /- 


3 


c) NDSK-II 


0,1 


ug/ml 


5 5 


+ /- 




1 o 
1 z 


+ / - 


5 




1,0 


ug/ml 


67 


+ /- 


3 1 


19 


+ /- 


12 




10,0 


ug/ml 


65 


+ /- 


31 


19 


+ /- 


1 0 


d) NDSK-uPA 


0,1 


ug/ml 


5 8 


i / - 


J 


i U 


+ / - 


2 




1,0 


Ug/ml 


60 


+ /- 


3,5 


14 


+ /- 


3 




10,0 


fig/ml 


65 


+ /- 


3 


18 


+ /- 


1,5 


e) FCB2 


0,1 


us/ml 


3 0 




Z. Q 


c. 
O 




4 




1,0 


ug/ml 


10 


+ /- 


10 


3 


+ /- 


2 




10,0 


ug/ml 


21 


+ /- 


7 


5 


+ /- 


4 


f) FCB-2-thr 


0,1 


Ug/ml 


20 


+ /- 


X Li 


o 




c 

J 




1,0 


ug/ml 








1 


i / 
+ /- 


5 




10,0 


Ug/ml 


26 


+ /- 


1 1 


4 


+ /- 


2 


g) RPMI-thr 


0,1 


ug/ml 


29 


+ /- 


15 


4 


+ /- 


5 




1,0 


Ug/ml 


26 


+ /- 


14 


5 


+ /- 


5 




10,0 


ug/ml 


41 


+ /- 


20 


5 


+ /- 


4 



Daraus ist abzuleiten, daJ3 NDSK-II mehr als NDSK-uPA zu 
signifikanten Migrationen von peripheren Blut-monozellularen 
Zellen (PBMC) fiihrt und daher pathogen wirkt. Keine der 
Kontrollen a), b), e), f) und g) fuhrten zu einer signifikanten 
Migration. 
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Beispiel 9: 



Die Kollagenmatrix gemaB Beispiel 8 mit der Suspension aus 
PBMC wurde mit 100 ug NDSK-II und Bbeta oder Bbeta rando- 
misiert versetzt, und es wurde gemaB Beispiel 8 weiterver- 
fahren. 











Adhasion 


Migration 


a) 




kein Zusatz von NDSK-II 




38 


+/- 


15 


6 


+/- 4 


b) 




nur 100 ug NDSK-II 




73 


+/- 


29 


16 


+ /- 7 


c) 


10 


ug Bbeta + NDSK-II 




63 


+ /- 


33 


7 


+ /- 4 


d) 


100 


ug Bbeta + NDSK-II 




47 


+/- 


34 


5 


+/- 4 


e) 


1000 


ug Bbeta + NDSK-II 




52 


+ /- 


27 


10 


+ /- 6 


f) 


10 


ug Bbeta randomisiert + NDSK- 


II 


77 


+ /- 


33 


16 


+ /- 6 


g) 


100 


ug Bbeta randomisiert + NDSK- 


II 


86 


+ /- 


35 


15 


+/- 6 


h) 


1000 


ug Bbeta randomisiert + NDSK- 


II 


78 


+/- 


31 


13 


+ /- 8 



Wie diesen Versuchsergebnissen zu entnehmen, blockiert das 
Peptid Bbeta Entzundungen . 



Beispiel 10: 



Die Kollagenmatrix gemaB Beispiel 8 mit der Suspension aus 

PBMC wurde mit 100 ug NDSK-II und Aalpha oder Aalpha 

randomisiert versetzt, und es wurde gemaB Beispiel 8 weiter- 
verfahren. 



Adhasion Migration 

a) kein Zusatz von NDSK-II 42 +/- 6 10 +/- 1 

b) nur NDSK-II 96 +/- 1 1 24 +/- 3 

c) 10 ug Aalpha + NDSK-II 69 +/- 12 21 +/- 4 

d) 100 ug Aalpha + NDSK-II 73 +/-13 15 +/- 6 

e) 1000 ug Aalpha + NDSK-II 70+/- 6 13 +1-5 

f) 10 ug Aalpha randomisiert + NDSK-II 70 +/- 6 25 +1-2 
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g) 100 ug Aalpha randomisiert + NDSK-II 65 +/- 16 24 +/- 3 

h) 1000 ug Aalpha randomisiert + NDSK-II 70 +/- 12 26 +/- 3 

Aus den Versuchsergebnissen laBt sich ableiten, daB das Peptid 
Aalpha nur teilweise die Migration von PBMC blockiert. 

Beispiel 11: 

Da PBMC im wesentlichen aus einem Gemisch von Lymphozyten 
und Monozyten besteht, wurden im Beispiel 11 reine Lympho- 
zyten anstelle von PBMC (wie in den Beispielen 8 - 10) ver- 
wendet. 



Die Kollagenmatrix gemaB Beispiel 8 mit Endothelzellen und 
Lymphzyten wurde mit 100 ug NDSK-uPA bzw. 100 ug NDSK-II 
und Aalpha bzw. Bbeta versetzt. 



Adhasion Migration 



a) 


kein Zusatz 


68 


+ /- 


8 


16 


+ /- 


3 


b) 


NDSK-uPA 


143 


+ /- 


1 1 


53 


+ /- 


5 


c) 


NDSK-II 


119 


+/- 


1 1 


43 


+ /- 


4 


d) 


nur 100 ug Bbeta 


58 


+ /- 


18 


14 


+ /- 


1 


e) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta 


74 


+/- 


8 


19 


+/- 


2 


f) 


NDSK-II + 100 ug Bbeta 


74 


+ /- 


8 


17 


+/- 


3 


g) 


nur 100 ug Aalpha 


77 


+ /- 


4 


18 


+/- 


1 


h) 


NDSK-uPA + 100 ug Aalpha 


131 


+ /- 


4 


40 


+ /- 


3 


i) 


NDSK-II + 100 ug Aalpha 


13 1 


+ /- 


4 


44 


+/- 


4 


J) 


nur 100 ug Bbeta randomisiert 


75 


+ /- 


5 


19 


+ /- 


1 


k) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta 
















randomisiert 


134 


+/- 


13 


46 


+/- 


4 


1) 


NDSK-II + 100 ug Bbeta 
















randomisiert 


120 


+/- 


12 


42 


+ /- 


4 



Aus diesen Versuchsergebnissen folgt: 
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1) daB sowohl NDSK-II als auch NDSK-uPA die Lymphozyten 
Entziindung fordern, 

2) daB das Peptid Bbeta die durch NDSK-II und NDSK-uPA 
induzierte Lymphozy ten Adhasion und Migration zur Ganze 
blockiert, hingegen das Peptid Aalpha keinen blockierenden 
Effekt hat, woraus anzunehmen ist, daB die freie Alpha Kette 
zur Induktion der Adhasion und Migration der Lymphozyten 
nicht benotigt wird. 

Beispiel 12: 

Es wurde gemaB Beispiel 11 verfahren, jedoch anstelle der 
Lymphozyten wurden reine Monozyten verwendet. Es wurde 
100 |ig NDSK-uPA bzw. 100 \ig NDSK-II mit Peptid Aalpha, 
randomisiertem Aalpha, Bbeta oder randomisierte, Bbeta ver- 
setzt. 







Adhasion 


Migration 


a) 


kein Zusatz 


43 


+ /- 


8 


7 


+ /- 


1 


b) 


NDSK-uPA 


48 


+ /- 


10 


10 


+ /- 


2 


c) 


NDSK-II 


90 


+ /- 


1 1 


19 


+ /- 


6 


d) 


100 ug Bbeta 


59 


+ /- 


7 


5 


+/- 


1 


e) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta 


61 


+/- 


1 1 


8 


+/- 


3 


f) 


NDSK-II + 100 ug Bbeta 


70 


+ /- 


7 


7 


+ /- 


5 


g) 


100 ug Bbeta randomisiert 


40 


+ /- 


7 


6 


+ /- 


1 


h) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta 
















randomisiert 


45 


+ /- 


5 


8 


+ /- 


3 


g) 


NDSK-II + 100 ug Bbeta 
















randomisiert 


92 


+/ 


-10 


20 


+ /- 


7 


j) 


100 ug Aalpha 


59 


+ /- 


6 


5 


+ /- 


1 


k) 


NDSK-uPA + 100 ug Aalpha 


62 


+ /- 


4 


8 


+ /- 


5 


1) 


NDSK-II + 100 ug Aalpha 


68 


+/- 


10 


9 


+/- 


6 


m) 


100 ug Aalpha randomisiert 


5 8 


+ /- 


7 


6 


+ /- 


1 
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n) NDSK-uPA + 100 ug Aalpha 

randomisiert 50 +/ . 10 1Q +/ _ 4 

o) NDSK-II + 100 ug Aalpha 

randomisiert 108 + / _ g 21 +/ _ $ 

Aus diesen Versuchsergebnissen folgt, daB nur NDSK-II und 
nicht NDSK-uPA die Wanderung von Monozyten fSrdert, also 
sowohl Alpha Kette als auch die Beta Kette ein freies N- 
terminales Ende aufweisen miissen und die Wanderung der 
Monozyten blockieren. 

Beispiel 13: 

Es wurde gemaB Beispiel 11 verfahren, es wurden reine 
Lymphozyten verwendet. Es wurde 100 ug NDSK-uPA bzw. 
100 ug NDSK-II mit den kurzen Peptidsalzen abgeleitet von 
Aalpha Gly Pro Arg (Pro)-NH 2 acetat ( Aalpha-derivat) oder 
abgeleitet von Bbeta Gly His Arg Pro-OH acetat (Bbeta-derivat) 
versetzt. 







Adhasion 


Migration 


a) 


kein Zusatz 


60 


+ /- 


8 


14 


+ /- 


1 


b) 


NDSK-uPA 


149 


+ /- 


12 


57 


+ /- 


5 


c) 


NDSK-II 


121 


+ /- 


1 1 


48 


+ /- 


7 


d) 


nur 100 ug Bbeta-derivat 


58 


+/- 


10 


12 


+ /- 


9 


e) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta-derivat 


70 


+ /- 


8 


16 


+ /- 


3 


f) 


NDSK-II + 100 ug Bbeta-derivat 


69 


+ /- 


7 


14 


+ /- 


5 


g) 


nur 100 ug Aalpha-derivat 


77 


+ /- 


4 


18 


+ /- 


1 


b) 


NDSK-uPA + 100 ug Aalpha-derivat 


134 


+ /- 


4 


48 


+ /- 


5 


i) 


NDSK-II + 100 ug Aalpha-derivat 


131 


+ /- 


7 


49 


+ /- 


6 


j) 


nur 100 ug Bbeta-derivat 
















randomisiert 


70 


+ /- 


5 


14 


+ /- 


7 


k) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta-derivat 
















randomisiert 


130 


+ /- 


12 


49 


+ /- 


6 
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1) NDSK-II + 100 ug Bbeta-derivat 

randomisiert 120 +/- 10 55 +/- 8 

Aus diesem Experiment ergibt sich, daB bei Hemmung der 
Lymphozytenmigration diese kurzen Peptide in entsprechender 
kontinuierlicher Zugabe gleich wirksam wie die langen Peptide 
sind. 

Beispiel 14: 

Es wur.de gemafi Beispiel 12 verfahren, es wurden reine Mono- 
zyten verwendet. Es wurde 100 Mg NDSK-uPA bzw. 100 ug 
NDSK-II mit den kurzen Peptidsalzen Aalpha Gly Pro Arg (Pro)- 
NH 2 acetat ( Aalpha-derivat) oder Bbeta Gly His Arg Pro-OH 
acetat (Bbeta-derivat) versetzt. 



Adhasion Migration 



a) 


kein Zusatz 


40 


+ /- 


8 


5 


+ /- 


1 


b) 


NDSK-uPA 


54 


+/- 


9 


7 


+ /- 


2 


c) 


NDSK-II 


85 
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1 1 


22 


+ /- 


6 


d) 


100 ug Bbeta-derivat 


52 


+ /- 


7 


6 


+ /- 


1 


e) 


NDSK-uPA + 100 jig Bbeta-derivat 


61 
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1 1 


8 
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3 


f) 
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7 


8 


+ /- 


4 


g) 


100 ug Bbeta-derivat randomisiert 
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6 


+ /- 


1 


h) 


NDSK-uPA + 100 ug Bbeta-derivat 
randomisiert 


44 


+ /- 


6 


8 


+/- 


2 


i) 


NDSK-II + 100 ug Bbeta-derivat 
randomisiert 
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+ /- 


10 


23 


+ /- 


7 


j) 


100 ug Aalpha-derivat 
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4 


+ /- 


4 


k) 
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60 


+ /- 


5 


7 


+ /- 


6 


1) 


NDSK-II + 100 ug Alpha-derivat 
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+/- 


1 1 


8 


+ /- 


2 
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100 ug Aalpha-derivat randomisiert 


54 


+ /- 
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6 


+ /- 


3 


n) 


NDSK-uPA + 100 ug Aalpha-derivat 
randomisiert 


50 


+ /- 


10 


10 


+ /- 


4 
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o) NDSK-II + 100 ug Aalpha-derivat 

randomisiert 99 +/. g 21 +/ _ ? 

Aus diesem Experiment ergibt sich, daJJ bei Hemmung der 

Monozytenmigration diese kurzen Peptide in entsprechender 

kontinuierlicher Zugabe gleich wirksam wie die langen Peptide 
sind. 



Beispiel 15: 



Die Versuche wurden mit mannlichen Wistarratten mit einem 
Gewicht zwischen 220 g und 280 g durchgefiihrt. Die Ratten 
wurden mit einer Standarddiat und Wasser ernahrt. Fur die 
Durchfiihrung des Versuches wurden die Ratten anastisiert und 
es erfolgte eine kiinstliche Beatmung mit einer Frequenz von 
70 Pulsen pro Minute, wobei 8 ml bis 10 ml pro Kilogramm 
eines Gases mit 30 Vol.-% Sauerstoff mit einem Uberdruck von 
1 mm bis 2 mm Quecksilber abgegeben wurde. Die rechte Herz- 
arterie wurde mit einer MeBkanule versehen, und der Blutdruck 
in der Arterie als auch die Schlage wurden bestimmt. Die 
Druckrate wurde bestimmt als Produkt des Blutdruckes in der 
Arterie und der Herzschlagrate mit der Dimsension mm Queck- 
silber / Minute / 10 3 . Die rechte Vene wurde mit einer MelJ- 
kaniile fur die Dotation der Versuchssubstanzen versehen. Nach 
der chirurgischen Vorbereitung wurden 2 ml Rattenblut dem 
Herzen zugefuhrt. Nach dreiBig Minuten wurde die linken Herz- 
arterie verschlossen. Nach weiteren funfundzwanzig Minuten 
wurde der VerschluB gelOst, um das ischamische Areal wieder 
zu durchbluten. Zu diesem Zeitpunkt wurden der Halfte der 
Tiere 800 pg/kg Peptid Bbeta bzw. Peptid Bbeta randomisiert 
intravenos verabreicht und sodann zwei Stunden verstreichen 
gelassen. 

Um zwischen geschadigtem und nicht geschadigtem Gewebe des 
Herzens zu unterscheiden, wurde dann der linken Herzarterie 
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evans blue dye in einer Konzentration von 2 Gew.-% zugegeben. 
Das entnommene Herz wurde sodann mit funf horizontalen 
Schnitten geteilt, die rechte Venenwand entfernt und die 
Schnitte mit Triphenyltetratolchlorid (1 Gew.-%) zwanzig 
Minuten lang bei 37°C behandelt, urn zwischen normalem und 
Infarktgewebe zu unterscheiden. Die Schnitte wurden mit 
Computer unterstiitzter Planimetrie ausgewertet. 

Durch den GefaBverschluB waren im Herzen der Vergleichs- 
ratten 62,5 % des Herzmuskels bedroht, in den Herzen der 
Versuchsratten 60 %. In den Vergleichsrattenherzen waren 46 % 
des bedrohten Gewebes abgestorben, hingegen in den Herzen der 
Versuchsratten 29 %. Dies entspricht einer 37 %igen Reduktion 
des abgestorbenen Gewebes (p<0,05). 

Die erfindungsgemaBen Substanzen bzw. die Verwendung der er- 
findungsgemaBen Substanzen zur Herstellung eines Arznei- 
mittels sind von besonderer Bedeutung: 

Bei einem Arzneimittel zur Therapie von Erkrankungen, die 
durch gewebsschadigende Wirkung von autoreaktiven Lympho- 
zyten entstehen. 

Hierzu zahlen Erkrankungen aus dem Formenkreis der Auto- 
immunity, wie z. B. Kollagenosen, rheumatische Erkrankungen, 
Psoriasis und post-/parainfekti6se Erkrankungen und Erkran- 
kungen, die durch eine Graft versus Host Reaktion entstehen. 
Eine heilende Wirkung tritt ein, da dieses Arzneimittel die 
Wanderung der Lymphozyten ins Gewebe blockiert. Die 
Lymphozyten bleiben somit im Blutstrom und konnen keine 
autoreaktive gewebsschadigende Wirkung erzeugen. 
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Bei einem Arzneimittel zur Therapie und/oder Pravention von 
AbstoBungsreaktionen bei Organtransplantationen tritt eine 
heilende Wirkung ein, da dieses Arzneimittel die Wanderung 
von Lymphozyten aus dem Blutstrom in das Fremdorgan ver- 
hindert und somit das Fremdorgan nicht durch autoreaktive 
Lymphozyten zerstort werden kann. 

Bei einem Arzneimittel zur Therapie und/oder Pravention von 
Arteriosklerose bei Organtransplantationen tritt eine heilende 
Wirkung ein, da dieses Arzneimittel die Wanderung von 
Lymphozyten und Monozyten in die GefaBwand und somit die 
Aktivierung der Zellen der GefaBwand unterbindet. Damit wird 
die Arteriosklerose im Gefolge von Organtransplantationen 
minimiert oder unterbunden. 

Bei einem Arzneimittel zur Therapie und/oder Pravention des 
Reperfusionstraumas nach chirurgisch oder pharmazeutisch 
induzierter Wiederdurchblutung, wie z. B. nach Herzinfarkt, 
Schlaganfall, nach GefaBoperationen, Bypassoperationen und 
Organtransplantationen, tritt eine heilende Wirkung ein, da 
dieses Arzneimittel die Wanderung von Lymphozyten und Mono- 
zyten in die GefaBwand hemmt. Das Reperfusionstrauma entsteht 
durch Sauerstoffmangel/Azidose der Zellen des GefaBes wahrend 
der Wiederdurchblutung und fiihrt zu deren Aktivierung. Da- 
durch haften Lymphozyten und Monozyten an der GefaBwand 
und wandern in diese ein. Die Unterbindung der Anhaftung und 
Einwanderung von Lymphozyten und Monozyten in die GefaB- 
wand laBt den Hypoxie/ Azidose-induzierten Schaden abklingen, 
ohne daB durch die nachfolgende Entziindungsreaktion ein 
bleibender GefaBschaden entsteht. 



Bei einem Arzneimittel zur Therapie und/oder Pravention der 
Arteriosklerose im Gefolge von Stoffwechselerkrankungen oder 
Alterungsprozessen tritt eine heilende Wirkung ein, da dieses 
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Arzneimittel die Wanderung von Lymphozyten und Monozyten in 
die GefaBwand hemmt und damit die daraus resultierende Pro- 
gredienz der arteriosklerotischen Plaque hemmt. 

Das erfindungsgemafle Arzneimittel kann auch zum Transport 
eines weiteren Arzneimittels eingesetzt werden. Das erfindungs- 
gemafle Arzneimittel bindet spezifisch ein Oberflachenmolekul 
an Endothelzellen. Damit konnen daran gekoppelte Arzneimittel 
an Endothelzellen in hoher Konzentration gebracht werden, ohne 
daB diese an anderen Stellen Nebenwirkungen erzeugen konnen. 
Als Beispiel sei hier die Verwendung von zellteilungshemmen- 
den Substanzen genannt, die spezifisch an Endothelzellen heran- 
gefuhrt eine antiangiogenetische Wirkung ausiiben konnen. Eine 
heilende Wirkung tritt hier bei Tumorpatienten ein, da das 
Tumorwachstum durch eine Verhinderung der Endothelzellpro- 
liferation und damit durch eine Verhinderung der Neoangio- 
genese blockiert wird. 
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Patentanspruche: 

Peptide oder Proteine der allgemeinen Formel I (SEQ ID NO 
1,2) 



H O 

R > I II 

> N-C-C-Zj-Zz 
R 2 1 
H 



worin Ri und R 2 gleich oder unterschiedlich, Wasserstoff, 
einen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest 
mit 1 bis 3, insbesondere bis 10, Kohlenstoffatomen 

Zi Histidin- oder Prolinrest, 

Z 2 Argininrest, ein Peptidrest oder Proteinrest mit 
anfangstandigem Argininrest, insbesondere mit 
2 bis 30 Aminosauren, 

bedeuten sowie deren Salze, als auch z. B. Amide, oder 
Stoffgemische miteinander und/oder zumindest einem weite- 
ren Stoff zu einer therapeutischen und/oder praventiven Ver- 
wendung in der Human- und/oder Veterinarmedizin. 

2. Peptide oder Proteine nach Anspruch 1 der allgemeinen 
Formel II (SEQ ID NO 3 bis 10) 



H O 
R > I II 

> N - C - C-Zi- Arg - Z 3 - Z 4 - Z 5 
R 2 [ 

H 



worin R { und R 2 gleich oder unterschiedlich, Wasserstoff, 
einen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffrest 
mit 1 bis 3, insbesondere bis 10, Kohlenstoffatomen 
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Z x Histidin- oder Prolinrest 
Arg Argininrest 
Z 3 Prolin- oder Valinrest 
Z 4 Leucin- oder Valinrest 

Z 5 Proteinrest oder Peptidrest, insbesondere mit 2 bis 
30 Aminosauren, 

oder Alkoholrest mit 1 bis 3, insbesondere bis 10, 

Kohlenstoffatomen 
oder organischer oder anorganischer Basenrest 

bedeuten sowie deren Salze, als auch z. B. Amide, oder 
Stoffg emische dieser miteinander und/oder zumindest einem 
weiteren Stoff zu einer therapeutischen und/oder praventiven 
Verwendung in der Human- und/oder Veterinarmedizin. 

3. Peptide oder Proteine nach Anspruch 2, worin Z 5 ein von der 
Aalpha-Kette des Fibrins abgeleiteter Peptidrest ist. 

4. Peptide oder Proteine nach Anspruch 2, worin Z 5 ein von der 
Bbeta-Kette des Fibrins abgeleiteter Peptidrest ist. 

5. Peptide oder Proteine der allgemeinen Formel II nach An- 
spruch 2, worin Z 5 ein Peptidrest mit folgender Aminosaure- 
sequenz (SEQ ID NO 11): 

Asp Lys Lys Arg Glu Glu Ala Pro Ser Leu Arg Pro 
Ala Pro Pro Pro He Ser Gly Gly Gly Tyr Arg 

und Zi Histidinrest 



Arg 

Z 3 
Z 4 



Argininrest 
Prolinrest 



Leucinrest 



bedeuten 
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6. Peptide oder Proteine nach Anspruch 2 der allgemeinen 
Formel II, worin Z 5 ein Peptidrest mit folgender Amino- 
sauresequenz (SEQ ID NO 12): 

Glu Arg His Gin Ser Ala Cys Lys Asp Ser Asp Trp 
Pro Phe Cys Ser Asp Glu Asp Trp Asn Tyr Lys 

und Zi Prolinrest 

Arg Argininrest 

Z 3 Valinrest 

Z 4 Valinrest 

bedeuten. 



7. 



Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspriiche 1 bis 6 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie von lokalen und/oder generalisierten Entziindungen 
des Korpers infektioser Genese. 

8. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspriiche 1 bis 7 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie von lokalen und/oder generalisierten Entziindungen 
des Korpers auf Basis einer Autoimmunreaktion. 

9. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspriiche 1 bis 8 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie von lokalen und/oder generalisierten Entziindungen 
des Korpers auf Basis einer rheumatischen Erkrankung. 

10. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspriiche 1 bis 9 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie von lokalen und/oder generalisierten Entziindungen 
des Korpers auf Basis einer Storung des Immunsystems . 
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11. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspruche 1 bis 10 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Therapie von lokalen und/oder generalisierten Entziindungen 
des Korpers auf Basis einer genetischen Erkrankung. 

12. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 11 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Prevention und/oder Therapie der AbstoBungsreaktion bei 
Organtransplantationen, der Arteriosklerose, des Reper- 
fusionstraumas, arteriosklerotischer Erkrankungen und/oder 
vermehrter Fibrindepositionen im AlterungsprozeB. 

13. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 12 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Pravention und/oder Therapie der Arteriosklerose bei Organ- 
transplantationen. 

14. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Ansprtiche 1 bis 13 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Pravention und/oder Therapie des Reperfusionstraumas. 

15. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspruche 1 bis 14 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Pravention und/oder Therapie arteriosklerotischer und/ oder 
thrombotischer Erkrankungen. 

16. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspruche 1 bis 15 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Pravention und/oder Therapie der vermehrten Fibrindepo- 
sition im Alterungsprozefl. 



17. Verwendung von Peptiden und/oder Proteinen nach einem der 
Anspruche 1 bis 16 zur Herstellung eines Arzneimittels zum 



WO 02/48180 



- 27 - 



PCT/AT01/00387 



Transport eines weiteren Arzneimittels an menschlichen oder 
tierischen Endothelzellen. 

Arzneimittel enthaltend zumindest ein Peptid und/oder Pro- 
tein nach einem der Anspruche 1 bis 17. 

Arzneimittel nach einem der Ansprtich 1 bis 18 in fur eine 
Injektion geeigneter Form. 
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Sequenzprotokoll 

<110> FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

<120> Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 

<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 
<151> 2000 12 12 
<160> 12 

<170> Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 
<210> 1 
<211> 32 
<212> Peptid 

<400> Gly His Arg X aa2 X aa29 
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Sequenzprotokoll 



<i io> 



FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 



<120> 



Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



zur 



<130> 
<140> 
<141> 
<150> 
<15 1> 
<160> 
<170> 
<210> 
<21 1> 
<212> 
<400> 



AT 2063/2000 
2000 12 12 
12 

Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 
2 

32 

Peptid 

Gly Pro Arg X aa2 X aa29 
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Sequenzprotokoll 

<110> FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

<120> Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 

<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 
<151> 2000 12 12 

<160> 12 

<170> Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 

<210> 3 

<21 1> 7 bis 35 

<212> Peptid 

<400> Gly His Arg Pro Val X aa2 X aa30 
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Sequenzprotokoll 



FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 

<151> 2000 12 12 

<160> 12 

<170> Microsoft Windows 

<210> 4 

<211> 7 bis 32 

<212> Peptid 

<400> Gly His Arg Val 



NT, Workstation 4.0, Office 97 



Val X aa 2 X aa 30 
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Sequenzprotokoll 

<110> FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

<120> Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 

<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 
<151> 2000 12 12 

<160> 12 

<170> Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 

<210> 5 

<21 1> 7 bis 35 

<212> Peptid 

<400> Gly Pro Arg Pro Val X aa2 X aa30 
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Sequenzprotokoll 



FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 

<151> 2000 12 12 

<160> 12 

<170> Microsoft Windows 

<210> 6 

<21 1> 7 bis 35 

<212> Peptid 

<400> Gly Pro Arg Val 



NT, Workstation 4.0, Office 97 



Val X aa2 X aa3 o 
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Sequenzprotokoll 



<U0> FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

<120> Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 

<151> 2000 12 12 

<160> 12 

<170> Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 

<210> 7 

<21 1> 7 bis 35 

<212> Peptid 

<400> Gly Pro Arg Pro Leu X aa2 X aa30 
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Sequenzprotokoll 



<i io> 



FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 



<120> 



Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



<130> 
<140> 
<141> 
<150> 
<151> 
<160> 
<170> 
<210> 
<21 1> 
<212> 
<400> 



AT 2063/2000 
2000 12 12 
12 

Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 
8 

7 bis 35 
Peptid 

Gly His Arg Pro Leu 
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Sequenzprotokoll 

<110> FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

<120> Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 

<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 
<151> 2000 12 12 
<160> 12 

<170> Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97. 

<210> 9 

<21 1> 7 bis 35 

<212> Peptid 

<400> Gly Pro Arg Val Leu X aa2 X aa30 
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Sequenzprotokoll 



<i io> 



FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 



<120> 



Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



zur 



<130> 
<140> 
<141> 
<150> 
<151> 
<160> 
<170> 
<210> 
<21 1> 
<212> 
<400> 



AT 2063/2000 
2000 12 12 
12 

Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 
10 

7 bis 35 
Peptid 

Gly His Arg Val Leu X aa2 X aa30 
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Sequenzprotokoll 

<110> FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 

<120> Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 

<130> 
<140> 
<141> 

<150> AT 2063/2000 
<151> 2000 12 12 
<160> 12 

<170> Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 
<210> 11 
<211> 28 
<212> Peptid 

<400> Gly His Arg Pro Leu Asp Lys Lys Arg Glu Glu 
Ala Pro Ser Leu Arg Pro Ala Pro Pro Pro He 
Ser Gly Gly Gly Tyr Arg 
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Sequenzprotokoll 



<i io> 



FIBREX Medical Research und Development GesmbH / 
Petzelbauer Peter 



<120> 



Peptide und/oder Proteine sowie Verwendung derselben zur 
Herstellung eines therapeutischen und/oder praventiven 
Arzneimittels 



<130> 
<140> 
<141> 
<150> 
<151> 
<160> 
<170> 
<210> 
<21 1> 
<212> 
<400> 



AT 2063/2000 
2000 12 12 
12 

Microsoft Windows NT, Workstation 4.0, Office 97 

12 

28 

Peptid 

Gly Pro Arg Val Val Glu Arg His Gin Ser Ala 
Cys Lys Asp Ser Asp Trp Pro Phe Cys Ser Asp 
Glu Asp Trp Asn Tyr Lys 
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(57) Abstract: The invention relates to peptides or 
proteins of genera] formula (I), where R, and R 2 in- 
dependently = hydrogen, a saturated or unsaturated 
(Y) hydrocarbon group with 1 to 3, in particular up to 

v 10 carbon atoms, Z x = a histidine or proline group, 

Z 2 = an arginine group, a peptide group or protein 
group with arginine at the initial terminus, in partic- 

J3! „«,,., . ular with 2 t0 30 amin ° acids and the salts thereof 

00 as well as, for example the armdes thereof, or material mixtures thereof and/or with at least one further materia] (I) can be used for 

^ therapeutic and/or prophylactic applications in human and/or veterinary medicine. 

O (f) Zusan "nenfassung: Peptide oder Proteine der allgemeinen Formel (I), worin R, und R 2 gleich oder unterschiedlich Wasser- 
stoff einen gesattigten oder ungesattigten Kohlenwasserstoffiest mit 1 bis 3, insbesondere bis 10, Kohlenstoffatomen- Z Histidin- 

U oder Prohnrest; Z 2 Argininrest, ein Peptidrest oder Proteinrest mit anfangstandigem Argininrest, insbesondere mit 2 bis 30 Amino- 

S ™, beudeuten sowie deren Salze, als auch z. B. Amide, oder Stoffgemische miteinander und/oder zumindest einem weiteren 

^ SToff zu einer therapeutischen und/oder praventiven Verwendung in der Human- und/oder Veterinarmedizin. 
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investigated by the applicant. The result cannot be foreseen by a person skilled in the art 
using the content of the present application and his specialist knowledge in order to 
reproduce all the claimed possibilities. Therefore, the subject matter of Claims 1-4 and 7- 
19 also does not comply with PCT Article 5. 

For these reasons, a meaningful search of the entire scope of Claims 1-4 and 7-19 appears 
impossible. The search was therefore restricted to the peptides defined in Claims 5 and 6 
as well as to their uses. 

The applicant is advised that claims, or parts of claims, relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established need not be the subject of an 
international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as International 
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Chapter II. 
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Betr. Anspruch Nr. 



KAWASAKI K ET AL.: "Amino acids and 
peptides XII: Synthetic peptides related 
to the N-terminal portion of fibrin 
alpha-chain and their inhibitory effects 
on fibrinogen/thrombin clotting" 
THROMBOSIS RESEARCH, 

Bd. 56, 1989, Seiten 757-762, XP008008821 
das ganze Dokument 

DE 197 29 591 A (THERASORB MEDIZINISCHE 
SYSTEME GMBH) 

11. Februar 1999 (1999-02-11) 
Selte 4; Anspruche 1,3 

EVERSE SJ ET AL.: "Conformational Changes 
in Fragments D and Double-D from Human 
Fibrin(ogen) upon Binding the Peptide 
Ligand Gly-His-Arg-Pro-Amide" 
BIOCHEMISTRY, 

Bd. 38, 18. Februar 1999 (1999-02-18), 
Seiten 2941-2946, XP002215499 
Zusammenfassung 

US 4 927 916 A (MATSUEDA ET AL.) 
22. Mai 1990 (1990-05-22) 
Anspruch 1 

HERRICK S ET AL. : "Fibrinogen" 

THE INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 

& CELL BIOLOGY, 

Bd. 31, 1999, Seiten 741-746, XP002215500 
Seite 744 -Seite 745; Tabelle 1 



1-4 



1-4 



1-4 



1-4 
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Foimblatt PCT/ISA/210 (Fortsatzung von Blatt 2) (Jull 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Feld I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar ewlesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 11 



iationales Aktenzelchen 
PCT/AT 01/00387 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden filr bestlmmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstellt: 
Ansprtiohe Nr. 

well sie slch aul Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nlcht verpfllchtet ist, namlich 



2. j^J Anspriiche Nr. 1-4 und 7-19 (alle teilweise) 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. | 1 Anspriiche Nr. 

well es sich dabei urn abhanglge Anspriiche handelt, die nlcht entsprechend Safe 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitllchkelt der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) — 

Die intemationale Recherchenbehfirde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erflndungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



\ 1 Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebahren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt slch rtissor 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprUche. "www ™. erstreckt sich dleser 



iLJ ^t^,fl e = r o Ch t rChi f rbare u Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte der eine 
zusabll <*e Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GeblX£^ 



3 D D ^~^^~^^^^^^^^i MM ^ 



d S!l"!S ha u d i e ,^ rf< ? r u e J rll ? hen zusatzliD hen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet Der intemationale Rech«r 
chenberlcht beschrankt slch daher auf die In den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese fst inlolgTndel ASfSSSrf- 



er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q Die zusatzlichen Gebilhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

[~~] Dle Zahlung zusatzllcher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzelchen PCT/AT 01 i00387 



WEITERE ANGABEN PCTHSM 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, da8 diese 
international Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namUch: 

1. Anspruche: 5 (vollstandig) und 1-4,7-19 (teilweise) 

Peptide der allgemelnen Formel II, worin Z5 die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO 11 hat und ihre Verwendungen 



2. Anspruche: 6 (vollstandig) und 1-4,7-19 (teilweise) 

Peptide der allgemelnen Formel II, worin Z5 die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO 12 hat und ihre Verwendungen 



WEITERE ANGABEN 



Internationales Aktenze lchen PCT/AT 01 /)0387 

PCT/ISA/ 210 ~ 



Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr.: 1-4 und 7-19 (alle teilweise) 

Die Recherche ergab in Hirer Anfangsphase eine sehr groBe Zahl 
neuheitsschadlicher Dokumente, z.B. 476 Dokumente fur Peptide der 
allgemeinen Forme! I. Diese Zahl 1st so groB, daB sich unmoglich 
feststellen lasst, fur was in der Gesamtheit der Patentanspruche 
eventuell nach zu Recht Schutz begehrt werden konnte (Art. 6 PCT). 

Die geltenden Patentanspruche 1-4 und 7-19 beziehen sich auf eine 
unverhaltnismaBig groBe Zahl moglicher Verbindungen. In der Tat umfassen 
sie so viele Wahlmoglichkeiten, daB sie 1m Sinne von Art. 6 PCT in einem 
solchen MaBe unklar und zu weitlaufig gefasst erscheinen, als daB sie 
eine si nn voile Recherche ermSglichten. 

Weiterhin 1st nicht klar im Sinne des Artlkels 6 PCT, was beispielsweise 
rrnt von der Aalpha- oder Bbeta-Kette des Fibrins abgeleiteter Peptidrest 
gemeint 1st (siehe Anspruche 3 und 4). Dleser Ausdruck kann eine Vielzahl 
an Verbindungen umfassen, beispielsweise zwei Aminosaurereste die 
mnerhalb der Sequenz der Kette vorkommen und 1st spekulativ 'weil er 
sehr viele Moglichkeiten beinhaltet, die der Anmelder noch nicht 
untersucht hat. Dabei kann das Ergebnls nicht vom Fachmann vorhergesehen 
werden, wenn er den Inhalt der vorliegenden Anmeldung und sein Fachwissen 
nutzt, um alle beanspruchten MSglichkeiten zu reproduzieren Damit 
widerspricht der Gegenstand der Anspruche 1-4 und 7-19 auch'dem Artikel 5 

Aus diesen Griinden erscheint eine slnnvolle Recherche Qber den gesamten 
Bereich der Patentanspruche 1-4 und 7-19 unmoglich. Die Recherche wurde 
daher beschrankt auf die Peptide im Sinne der Anspruche 5 und 6 sowie 
ihre Verwendungen . 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internatlonaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normalerweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT) In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufuna 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlauflge 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorlieat 
Dies gilt auch fUr den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des ' 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art 19 PCT) oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 
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